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1. INTRODUÇÃO 
 
A maçã (gênero Malus sp.) é um pseudofruto da família Rosaceae, 
proveniente das regiões temperadas, e possui um dos maiores índices de cultivo 
em todo o mundo (GOULARTE et al., 1999). No Brasil, a produção de maçãs se 
desenvolveu em maior escala há pouco mais de 30 anos, com um padrão 
tecnológico elevado e bons resultados de qualidade, o que torna a maçã brasileira 
uma fruta apta a competir no mercado mundial. Com mais de 800 mil toneladas, a 
região Sul é a responsável por 99% desta produção. Da maçã produzida, cerca 
de 85% é consumida in natura e apenas 15% é industrializado (BRACKMANN et 
al., 1995; BENDER et al., 2001).  
Na atualidade a alimentação ganha um enfoque terapêutico e preventivo, 
atuando na promoção da saúde. Nesse contexto surge o conceito de alimento 
funcional, que não só tem a função de nutrição como também de fornecer outros 
benefícios ao individuo consumidor. As frutas são consideradas funcionais, já que 
apresentam em sua composição uma série de compostos bioativos, denominados 
fitoquímicos. Suas concentrações variam de acordo com a cultivar, ponto de 
colheita, armazenamento, processamento e parte da fruta analisada 
(ANZUATEGUI, 2009). Geralmente, os fitoquímicos identificados na maçã são os 
ácidos gálico, propilgalato e, principalmente, o ácido salicílico (WOLFE et al., 
2003). 
Atualmente, a preocupação com saúde e qualidade de vida tem se tornado 
estímulo para pesquisas na área de alimentos.  O consumo de maçãs tem sido 
associado à prevenção de doenças crônicas, proteção do DNA, redução do risco 
de doenças cardiovasculares e câncer (SOARES et al., 2008; YURI et al., 2009). 
Há evidências comprovadas de que extratos de maçã inteira possuem 
atividade antioxidante e atividade antiproliferativa em células tumorais em cultura. 
Conforme WOLFE et al. (2003) os estudos realizados com extrato de maçã com 
casca mostram-se eficazes para inibir o crescimento de células cancerígenas de 
fígado humano HepG2. LIU et al. (2009), demonstraram que extratos de maçã 
têm atividade antioxidante e antiproliferativa em câncer de cólon, fígado e mama 
in vitro de forma dose-dependente. Entretanto, pouco é conhecido sobre o efeito 
antiproliferativo dos antioxidantes presentes no extrato de maçã em cultura de 
melanoma. 
  O objetivo desse trabalho foi otimizar um processo de extração de 
compostos antioxidantes da maçã cultivar gala e avaliar a viabilidade celular de 
 cultura de melanoma B16F10 frente ao extrato obtido utilizando o método do MTT 
e a dosagem da enzima lactato desidrogenase (LDH) para verificar o dano celular 
causado por esse extrato. 
 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 A otimização da extração de compostos antioxidantes da maçã foi realizada 
testando diversos parâmetros, incluindo a utilização de solventes puros ou em 
combinação, variação dos tempos de extração, maceração, temperatura e 
luminosidade. A presença de fenóis totais foi avaliada utilizando o reagente Folin-
Ciocalteau com método adaptado de SWAIN e HILLIS, 1959 e atividade 
antioxidante foi determinada pelo DPPH, método adaptado de BRAND-WILLIAMS 
et al., 1995. 
 A linhagem de melanoma de camundongo B16F10 foi cultivada em 
DMEM/10% SFB em estufa de CO2 a 37°C. As células foram semeadas em 
placas de 96 poços e tratadas com o extrato de maçã gala nas concentrações de 
0,5; 1,0; 5,0 e 10 mg/mL por 24, 48, 72 e 96 h. Após o tratamento, a viabilidade 
celular foi determinada pelo método do MTT e o dano celular foi determinado pela 
dosagem de LDH pelo método automatizado cinético de tempo fixo com kit 
comercial Labtest. Os dados foram analisados por ANOVA seguido pelo post hoc 
de Tukey. 
 
3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
O solvente extrator com melhor rendimento foi etanol, seguido de acetona 
e a mistura de solventes na proporção de 30% etanol:70% acetona. Os 
parâmetros tempo de maceração, ausência ou presença de luz e ausência ou 
presença de refrigeração não influenciaram significativamente no teor de 
antioxidantes extraído (Tabela 1). Nos ensaios biológicos, o extrato etanólico de 
maçã gala reduziu a viabilidade das culturas de melanoma em 20% e 40% em 48 
h; 60% e 65% em 72 h; 57% e 55% em 96 h de tratamento nas doses de 0,5, 1,0 
mg/mL, respectivamente, quando comparados ao controle. Curiosamente, doses 
maiores do extrato de maçã gala (5,0 e 10 mg/mL), não promoveram alteração da 
viabilidade das culturas de melanoma, indicando um efeito bifásico depende da 
concentração de antioxidantes presentes no extrato (Fig. 1). Paralelamente, foi 
realizada a dosagem da atividade da LDH no sobrenadante das culturas de 
melanoma controle ou tratadas com o extrato de maçã. Em acordo com os dados 
que indicam uma diminuição da viabilidade celular frente as concentrações de 0,5 
e 1,0 mg\mL do extrato de maçã, foi verificado um aumento da atividade da LDH 
de aproximadamente 2 vezes quando comparado as células controle nessas 
concentrações, sugerindo uma possível morte por necrose (Fig. 2). 
 
 
 
 Tabela 1. Fenóis Totais e Atividade antioxidante da maçã para diferentes 
combinações de solventes extratores. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2010. 
 
Média da quadriplicata ± desvio padrão. ¹ Fenóis = mg de ácido clorogênico/100g.  
² Atividade = µg trolox/g. Média separadas em colunas e analisadas pelo teste 
Tukey com P ≤  0.05. 
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Figura 1. Efeito do tratamento com extrato de Maçã gala sobre a viabilidade 
celular de melanoma B16F10 em cultura avaliado pelo método do MTT. Dados 
expressos como média ± desvio padrão e analisados por ANOVA seguido de 
post-teste de Tukey. *significativamente diferente do grupo controle; # 
significativamente diferente do grupo 50 mg/mL; & significativamente diferente do 
grupo 100 mg/mL. 
 
Figura 2. Efeito do tratamento com extrato de Maçã gala sobre a atividade da 
enzima lactato desidrogenase (LDH) em melanoma B16F10 em cultura. Dados 
expressos como média ± desvio padrão e analisados por ANOVA seguido de 
post-teste de Tukey. *significativamente diferente do grupo controle; $ 
significativamente diferente do grupo 10 mg/mL; #significativamente diferente do 
grupo 50 mg/mL; & significativamente diferente do grupo 100 mg/mL. 
 
 4. CONCLUSÕES 
Observa-se que a extração de compostos antioxidantes da maçã é 
influenciada pelos solventes extratores utilizados assim como pelas diferentes 
combinações destes. Conclui-se, portanto pelos dados obtidos nos ensaios 
biológicos que a redução da viabilidade celular no teste do MTT e paralelamente o 
aumento na dosagem de LDH, sugerem que o extrato de maçã induz morte 
celular via processo de necrose e apresenta promissora atividade antitumoral em 
cultura de melanoma. Estudos estão em andamento para melhor caracterizar o 
efeito antitumoral do extrato de maçã, bem como identificar as moléculas 
responsáveis por esse efeito. 
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